Brief English Description of German Patent Application Number DE 196 08 963 Al 

The analyte ionisation involves desorbing the analyte substances, which are mixed with 
decomposable substances i.e. matrix substances in solid form on a solid support (7), into a gas 
stream, via irradiation by a laser (21) at atmospheric pressure, and adding sufficient ions from a 
source (1-4) to chemically ionise the substance. The decomposable matrix substance is pref. an 
explosive e.g. cellulosics tri-nitrate or trinitrotoluene (TNT). The ionised substance is then passed 
through a capillary (11) and ion guide (16) to a mass spectrometer (19,20). 
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) Verf ahren zur lonislerung schwerer MoiekQIe bei Atmospharendruck 

Die Erflndung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
lonislerung von schweren SubstanzmolekQIen, die sich rein 
Oder mit anderen Substanzen vermischt in fester Form Oder 
als FlGsslgkeltsfilm auf efnem festen Trfiger befinden. Die 
Erfindung besteht darin, die Substanzmolekule durch mole- 
kQlerhaltende Desorptlon bel Atmospharendruck in efnen 
Gasstrom zu bringen, in dam sich genOgend ionen Oder 
thermische Elektronen befinden, so daft die groSen MoiekQ- 
Ie durch Proton en transfer (APCI - atmospheric pressure 
chemical ionization), Elektronentransfer (CE - charge ex- 
change), oder Eiektronenelnfang (EC - electron capture) 
ionisiert werden. Die Desorptlon kann durch elnen Laser- 
strahl bewirkt werden. Bel Benutzung zersetziicher Matrix- 
substanzen, in denen die gro&en MoiekQIe eingebettet slnd, 
kann sie aber such durch photolytlsche, thermolytische oder 
chemolyti8che Prozesse erzwungen werden. 
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Beschreibung Oektrosprtth- Verfahren ionisieren, und die Nachfrage 

ni„ m a u t • . . ?° em P findlicheren Methoden der Ionisierung aus dem 

uie brtindung betrifft die Ionisierung v n schweren, festen Zustand ist nach wie vor anhaltend groB. Das 

mchtverdampfbarenSubstanzm lekfllenbeiAtm spha- Bestreben geht beispielsweise oahin, die EiweiBe aus 

f e i!Sr u T' u . <fung bestehtdarin, die Substanzmo- 5 einereumgenZelleinsituanatysieren2uk5nnen.Insbe- 

lejcQte durch eine sich explosiv selbstzersetzende Ma- sondere aber lassen sich elektrophoretisch in Gel- 

tox, deren Zersetzung durch Laserlicht initiert wird, in Schichten zweidimensional getrennte Substanzen bes- 

das Umgebungsgas zu bringen und die Analytm lekfile ser v n Oberflichen herunter ionisieren, statt sie in auf- 

aascnlieBend durch Ionisierung bei Atmospharendruck wendigen Schritten einzeln aus dem Gel oder aus Blot- 

zu ionisieren (API = atmospheric pressure ionization), to Membranen in eine Losung zu extrahierea die dann 

Explosivstoffe bdden eine besonders gQnstige Gruppe sprflhbar ware, 
der Matrixmaterialiea 

Allgemeiner Stand der Technik AufgabederErfindung 

r. , t . , . . is & ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zu 

Das Interesse an der massenspekh-ometrischen Ana- finden, das groBe, unverdampffiche Molekflle, die sich 
lyse groBer Molekflle, vor allem groBer Bio- oder Poly- auf einem festen Probentrager befinden, mit groBer Ef- 
mermolektile, ist in den letzten Jahren betrachtlich ge- fektivitat vom festen Zustand in den Zustand ionisierter 
wachsen, und durch erne Reihe von Ionisierungsverfah- Einzelmolekflle flberfflhrt und einer massenspektrome- 
ren fur diese Molekflle mdghchgewordea In der FachU- 2 t> trischen Analyse zuganglich macht Dabei soil die Io- 
teratur smd fur diese Iomsierungsmethoden folgende nenausbeute gegenflber heute fiblichen Verfahren er- 
Abkurzungen zu finden: SIMS (Sekundarionen-Mas- h6ht und der Umgang mit dem Probentriaer verein- 
senspektrometrieX PD (Plasma Desorption), MALDI fachtwerdea rrooentrager verem- 

(Matrixunterstfltzte Laser-Desorption und -Ionisie- 
rung), FAB (Fast atom bombardment), LSIMS (liquid 25 Erfmdunjrssedanke 
SIMS), ESI (Elektrospruh-Ionisierung): Diese Ionkie- *ninaungsgeaanice 
rungsarten sind dem Fachmann wohlbekannt Dieses Ziel der Erfindung laBt sich am ehesten errei- 

Sf 16 der ^^sP^Iomsierung ist alien chen, wenn die Erzeugung von Ionen groflmolekularer 
diesen Methoden gememsam, daB sie erne relativ gerin- Substanzen, die bisher in Prozessen wie MALDI mit 
ge Ausbeute an Ionen haben. Von 10000 Substanzmole- 30 einer eher maBigen Ausbeute im Vakuum stattfindet in 
toMen wird nur etwa ein Ion gebildet Der Erfolg dieser den Raum auBerhalb des Vakuums verlegt wird DabS 
Methoden ist b-otzdem sehr groB, da immerhin von ei- laBt sich der IonisierungsprozeB, der bkher mit dem 
nem Attomol Substanz (also von rund 600000 Molekfl- DesorptionsprozeB unlolbar verbunden wS, von di™ 

vSSL ?. * ^ k6 1 nea 01686 k6nnen im sem trennen - Bei Atmospharendruck laBt sich durch die 
;J^? P ssex &} et Vl Massenspektrometern ein Spek- 35 bekannte Methode der Ionisierung bei Atmospharen- 
2,r eUgen> • ^ K** Bestunmung des Molekular- druck (API* insbesondere durch chemischeTnTsienmg 
gewichtes ausreichen kana In der Praxis erreicht man bei Atmospharendruck (APCI), aber auch durch U- 
iHS^T ^ ^ *l WCrden far - diese dun 8 stransfer (CE) Oder durch Elektroneneinfang (EC), 
S^T g . SS^ Ru ^e its Pektrometern immer eme wesenthch hOhere Ionisierungsausbeute in der Na- 
^ fl rT±Sh^? m0l J en6t ^ • u , ^ he vonlOO%erreichen,sodaBtrotzderObeInmng;- 

• a a 7 a* Methoden lst es aber nach wie vor nachteil- verluste ins Vakuum eine wesentlich erhdhte Ionemms- 
ShSi^ P ^ entra g e i; "™tandlich fiber Vakuum- beute der Untersuchungssubstanz fur die Anal™- 
schleusen ins Vakuum gebracht werden mttssea In bio- reicht werden kana er 
chemischen Laboratorien ist eine solche Behandlung Diese externe Ionisierung wird mOglich, weil in in 
von Proben ungewohnt und fremd, es ist viel bequemer 45 jfingster Zeit Verfahren bekannt geworden sind miTd" 
ttESZl? "Fl^'l auBe ; ha ! b de , s Vakuums nen sich Ionen, die sich in einem Gas bei AtmospTien- 
zu be assea Durch Probentrflger die ins Vakuum ge- druck befinden, sehr effektiv und preiswert einer mas- 
M«flrJii en "J?™ 1 ™ d auch *» Kopplung der senspektrometrischen Analyse im Vakuum zufflhren 
Massenspektrometne nut chromatographischen und lassea Die Einfuhrung des Gases mit den Ionen ins Va- 
elektrophoreuschen Separationsverfahren erschwert 50 kuum kann durch geeignete Kapillaren geschehea wo- 
Erf< i gde / Elekt^pruh-IonenqueUen be- bei praktisch sehr hoh^ f Oberfulu-ungsau!beuten ttr die 
steht daher zum TeU dana daB die Ionisierung auBer- Ionen erreicht werden. Die BenutLng neu auf dem 
halb des Massenspektrometers erfolgt. Sie werden in Markt befindlicher zweistufiger Turbomolekularpum- 
aiier.Kegel bei normalem Atmospharendruck angewen- pen mit zusatzlicher Dragstufe zur differentiellen Be- 

.rLnZi^ftiw- 90 T 6 !! 8 * «,! rden, „ k5 ^ e ? aa ^' 1 ' 55 PumpungsoIcherEinlaBsysteme macht die Ioneneinfuh- 

schen relativ effektiv und ohne ObergroBe Verluste ins rung inzwischen relativ preiswert Der sehr effektive 

Vakuum emgeschleust und dem Massenspektrometer Einfang und die Fflhrung der Ionen in lansaestreckten 

32n n rrfi e V Dabel k& T n jC n ^ h r hnisC, i5 r Multipllanordnungen zum Ma^enspektrS^ 

i^^ i rT beU J en zw,schen 1 0 ' 1 . ^ dazugefflhrt, daB die extern erzeugten Ionen mit hohe! 

lo/o erreicht werden Da die die vakuum-externe Iomsie- 60 Ausbeuten von bis zu 1% dem Massenspektrometer 

rung nahe an 100% Ausbeute herankommt, sind die zugefflhrt werden kdnnea *««a«pemrometer 

Sprflhrnethoden inzwischen s hr effektiv und den Ioni- Das Problem ist dabei die zerstfirungsfreie Oberfflh- 

sierungsmethoden un Vakuum urn ein bis zwei GrdBen- rung der nichtverdampfbaren Analytmolekflle vom Pro- 

SJKKJ5£2?S: ^ STd ^P smd •» b,! * er ^ bentrager in das Umgebungsgas. Die Oberfflhrung muB 

^ b^P^ hernden Ma / S ,f n " « sehr schnell sein, da sich sonst die Molekflle durch Ener- 

spektrometern (Hochfrequenz-Quadrupol-IonenfaUen gieaufnahme zersetzea Die Analytmolekflle sollen weit 

od r ICR.Massenspektrometer) einsetzbar. in das Gas vor dem Probentrager transportiert werdea 

Es lassen sich jedoch nicht alle Substanzen durch urn eine Rflckkondensation zu vemeidL. & VoU aS 
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rerseits nicht zu Gusterbildungen mit Matrixmaterial Anders als bei MALDI mQssen bei der Desorption bei 
oder zu Kondensationen der AnalytmolekQIe kommen, Atmosph&rendruck die freiwerdenden zersetzten Ma- 
die in Umgebungsgas sehr leicht auftretea trixmolektile nicht die Aufgabe iibernehmen, die groBen 

Es ist daher ein Grundgedanke der Erfindung, den AnalytmolekQIe zu ionisieren. Die Auswahl der Matrix- 
DesorptionsprozeB in das Umgebungsgas hinein durch 5 molekille richtet sich daher nur nach deren Ffthigkeit 
eine sich photolytisch oder thermolytisch zersetzende zur desoiptivenBefreiung der groBen Molekille. ImGe- 
Matrixsubstanz zu untersttttzen. Die Zersetzung soil au- gensatz dazu muBte bei MALDI jeweils ein KompromiB 
Berordentlich schneD erfolgen und nur leichte Gase zu- zwischen absorptiver Energieaufnahme der Matrix 
rtlcklassen. Die Gase sollen die schweren MolekQle in durch die Photonen, Verdampfbarkeit und lonisierungs- 
das Umgebungsgas hineinbiasen. 10 fahigkeit geschlossen werden, was dazu fHhrte, daB bis- 

Fflr diese Aufgabe eignen sich organische Explosiv- her keine fQr alle Proteine, andere BiomolekQle und 
stoffe wie beispielsweise Zellulosetrinitrat, TNT, Pikrin- Polymere gemeinsam optimale Matrixsubstanz gefun- 
sSure oder Xylit in besonderem MaBe, aber auch metall- den werden konnte. Es befinden sich viele verschiedene 
organische Stoffe wie Silberazid oder Bleiazid kdnnen Matrixsubstanzen im Einsatz, und oft muB die optimale 
Verwendung finden. Auch normalerweise nicht als 15 Matrixsubstanz von Fall zu Fall in langwierigen Schrit- 
Sprengstoff e verwendete Mittel wie beispielsweise Zel- ten ermittelt werden. 

lulosedinitrat (dient als Grundlage der Nitrolacke und Es ist daher Grundlage der Erfindung, dem Gasstrom, 
verpufft bei Erw&rmung) kdnnen verwendet werden. in den hinein die groBen Analytmolekiile katapultiv de- 
Die organischen Explosivstoffe zersetzen sich in die sorbiert werden, in an sich bekannter Weise Ionen ma- 
Gase Wasser, Kohlenmonoxid, Kohlendioxid und Stick- 20 Big gfoBer ReaktantgasmolekQle zur positiven oder ne- 
stoff, es bleibt kein Rtlckstand. Sie kdnnen mit metallor- gativen Ionisierung der Analytmolekiile im OberschuB 
ganischen Zttndmitteln (Bleiazid) versetzt werden, urn beizugeben(API - atmospheric pressure ionization), 
die Zflndtemperatur herabzusetzen. Der Zusatz von an- Die Auswahl der chemisch ionisierenden Reaktantga- 
deren leicht thermolytisch zersetzlichen, aber dabei sionen richtet sich nach den Ionisierungsenergien der 
Energie aufnehmenden organischen Materialien, wie 25 Biomolektile. Die Reaktantgase mQssen in dem Umge- 
beispielsweise einfachen Zukkern, kann zur Herabset- bungsgas stabile Ionen bilden, die leicht andere Sub- 
zung der Gastemperatur dienen. stanzen durch Abgabe von Protonen ionisieren k8nnen, 

Die Zersetzungsprozesse der Matrixmolektile wer- und ihre Ionisierungsenergie muB tiber der der zu ioni- 
den, wie schon in ahnlicher Weise beim Vakuum-MAL- sierenden groBen Molekille liegen, ansonsten ist der 
DI-ProzeB bekannt, durch die Einstrahlung von Laser- 30 Auswahl Qberhaupt keine Grenze gesetzt 
licht initiiert Dabei ist ein Pulslaser einem Dauerstrich- Die Ionisierung der Reaktantgase kann in bekannter 
laser vorzuziehen, da die Zersetzung dann zu einer ex- Weise geschehen, beispielsweise Qber eine Zelle mit ei- 
plosionsahnlichen Ausdehnung einer kleinen Wolke des nem Beta-Strahler, oder durch eine Corona-Entladung. 
Zersetzungsdampfes filhrt, und die groBen MolekQle Dabei hat es sich als zweckmaBig erwiesen, zunSchst 
gasdynamisch mitgenommen werden, bevor sie sich 35 nur leicht feuchte Luft oder leicht feuchten Stickstoff 
wieder adsorptiv an den Untergrund binden konnen. Es durch den Beta-Strahler oder die Corona-Entladung zu 
ist aber auch eine Dauerstrich-Einstrahlung mdglich, ionisieren. Dabei wird zunichst der im OberschuB vor- 
wenn eine gute Fokussierung vorliegt und ProbentrSger handene Stickstoff ionisiert, wobei aber sehr rasch 
und Laserfokus relativ so zueinander bewegt werden, durch Ladungsaustausch Wasser-Ionen gebildet wer- 
daB st&ndig frisches Matrixmaterial photo- oder ther- 40 den, die nach kurzer Wegstrecke des Gases ausschlieB- 
molytisch zersetzt werden kann. lich vorhanden sind und dann die weitere Ionisierung 

Diese molekiilzerstdrenden Prozesse sollen dabei Qbernehmen. Dem Strom dieses Gemisches aus Gasmo- 
nicht auf die Untersuchungsmolekfile selbst wirken. Da- lekulen und Wasser-Ionen wird dann das Reaktantgas in 
zu ist es besonders gQnstig, die Analytmolekiile nicht in einer Konzentration von wenigen Prozenten beige- 
die Matrix einzubetten, sondern auf der Oberflache zu 45 mischt, worauf sehr schnell die Wasser-Ionen mit den 
deponieren. Werden die Matrixsubstanzen so ausge- Reaktantgas-Molekulen unter Bildung der Reaktant- 
sucht, daB ihre Zersetzungsprodukte im Normalzustand gas-Ionen reagieren, die dann aus energetischen GrOn- 
gasf6rmig sind, werden bei rapider Zersetzung der zu- den ausschlieBlich Qbrigbleiben. Im Gegensatz zur nor- 
grundeliegenden Matrixschicht die aufgelagerten, gro- malen chemischen Ionisierung, filr die vorzugsweise 
Ben Untersuchungsmolekille wohlbehalten in die Gas- 50 Methan, Athan oder Isobutan verwendet werden, kdn- 
phase katapultiert nen hier bevorzugt schwerere Reaktantgase verwendet 

Die meisten organischen Explosivstoffe sind nicht in werden. Insbesondere hat sich fiir diesen Zweck Xylol 
Wasser, wohl aber in Azeton, ldslich. Sie kdnnen daher bewatjrt, da es die groBen Biomolektile ionisiert, ohne 
(wie schon die Nitrolacke) sehr einfach als dunne Lack- eine Fragmentierung zu bewirken. Der Unterschied der 
schicht auf den ProbentrSger aufgebracht werden. Die 55 Ionisierungsenergien zwischen Xylol und den groBen 
meisten dieser Stoffe sind zudem sehr absorptiv, so daB Biomolekillen ist so gering, daB keine OberschuBener- 
groBe Analytmolekiile, die in wIBriger Ldsung aufge- gie zur Fragmentierung vorhanden ist Andererseits 
bracht werden, sich an der Oberflftche adsorptiv binden. liegt die Ionisierungsenergie des Xylols unter den Ioni- 
Es ist sogar m6glich, Salze und andere Puffermittel, die sierungsenergien von mdglichen Verschinutzungen des 
den LSsungen zugegeben waren, ohne groBe Verluste 60 Umgebungsgases, so daB Xylol als relativ universeiles 
an AnalytmolekQIen wieder wegzuwaschen. Reaktantgas angesehen werden kann. Es gibt aber eine 

Die Lackschichten k6nnen leicht so dann gemacht groBe Zahl an Substanzen, die fthnlich gilnstig sind wie 
werden, daB die explosive Zersetzung auf den vom La- Xylol. 

serlicht bestrahlten Teil der Schicht beschrSnkt bleibt Die Ionisierungsausbeute an groBen AnalytmolekQ- 
Explosivstoffe lassen sich im allgemeinen leicht derivati- 65 len kann insbesondere dadurch gesteigert werden, daB 
sieren, ohne ihre Zersetzlichkeit zu verlieren. Damit die kleinen Reaktantgas- Ionen durch ein axial angeord- 
kdnnen sie relativ leicht so verandert werden, daB sie netes elektrisches Feld relativ zum str6menden Gas be- 
das Licht der benutzten Laserwellenliinge absorbieren. wegt werden, ahnlich wie das in einem Ionen-Mobili- 
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tats-Spektrometer geschieht Die Anzahl der StdBe der 
kleineren Reaktantgas-Ionen mit mOglichst vielen strd- 
menden AnalytmolekQlen wird dadurch erhdht, dafi die 
Reaktantgas-Ionen das Gas regeirecht durchpflflgen. 

Es ist eine weitere Grundidee der Erfindung, den Rest 5 
dieser mftflig groBen Reaktantgasionen vor Erreichen 
des Massenspektrometers wieder auszufiltern. Das Aus- 
filtern kann in einfacher Weise im Vakuum mit den 10- 
nenftihrenden Multipolanordnungen geschehen, die ei- 
ne untere Massen-Abschneidegrenze ffir den Einfang 10 
und die Weiterleitung von Ionen haben. 

Es ist jedoch auch mdglich, die flberschfissigen Reak- 
tantgas-Ionen bereits in der EingangskapiUare zura 
Massenspektrometer auszufiltern, Langs der Eingang- 
kapiUare wird normalerweise ein elektrisches Langsfeld 15 
angelegt Die Ionen werden dann durch den Gasstrom 
viskos gegen dieses Feld mitgenommen und auf ein h6- 
heres Potential gehoben. Dabei bewegen sich die Ionen 
aufgrund ihrer Ionenmobilitat gegen den Gasstrom. Da 
sich leichte Ionen schneller bewegen als schwerere, exi- 20 
stiert eine untere Transportgrenze fflr die Ionen. Leich- 
tere Ionen k6nnen sich schneller bewegen als es der 
Gasgeschwindigkeit in der Kapillare entspricht, daher 
werden sie nicht in das Massenspektrometer transpor- 
tiert Durch den Einbau einer filternden Wegstrecke, 25 
langs der das elektrische Feld so groB ist, daB die Reak- 
tantgasionen nicht transportiert werden kdnnen, kdn- 
nen diese ausgefiltert werden. Diese Methode hat den 
Vorteil, daB die Raumladungsdichte in der Kapillare 
kleiner wird, und die schweren AnalytmolekQle eine 30 
bessere Transportausbeute zeigen. AuBerdem laBt sich 
zu Beginn dieser Filterstrecke eine besonders hohe Aus- 
beute fur Analytionen erhaltea 

Mit Molekfilionen kleinerer Reaktantgasmolekflle 
kann auch eine mehrfache Ionisierung der schweren 35 
Molekiile bewirkt werden. 

Es ist auch mdglich, dem Gasstrom negative Ionen 
oder thermische Elektronen beizugeben, um negative 
Ionen der groBen Biomoiekfile zu erzeugen. Diese Art 
der Ionenerzeugung ist besonders bei Nukleotiden von 40 
Bedeutung. 

Weitere Vorteile der Erfindung 

Photolytisch zersetzbare Matrixmolekule kdnnen 45 
auch eine Kfihlung der groBen Molekiile und damit eine 
bessere Stabilitat bewirken, wie es beispielsweise durch 
die Beimengung photolytisch zersetzbaren Zuckers als 
sogenannte HKo-Matrix" in bisherigen MALDI- Verfah- 
ren bekannt geworden ist Die Kfihlung im Gasstrom 50 
dient ebenfalls der weiteren Stabilisierung der groBen 
Ionen. 

Fiir bestimmte Arten von Massenspektrometern ist 
es besonders vorteilhaft, daB die Ionen in der Eingangs- 
kapiUare des Massenspektrometers gegen eine Potenti- 55 
aldifferenz angepumpt werden kdnnen. Sie kdnnen da- 
mit auf das Beschleunigungspotential dieser Massen- 
spektrometer gehoben werden. Dieses Anpumpen ge- 
gen eine Potentialdifferenz ist automatisch mit einer 
Bewegung aller Ionen relativ zu den NeutralmoIekUlen 60 
des Gases verbunden, was sich wiederum giinstig auf die 
Ionisierungsausbeute fur groBe Molekiile auswirkt Es 
ist nicht auszuschlieBen, daB dadurch sogar groBe Mole- 
kul-Ionen in die Mitte des Gasstrahls in der Kapillare 
fokussiert werden, wodurch die Oberffihrungsausbeute 65 
erhdhtwird. 

Von besonderem Vorteil ist aber der leichte Umgang 
mit dem Probentrager auBerhalb des Vakuums. Der 
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Probentrager muB nicht erst umstandlich fiber eine Va- l . 
kuumschleuse in das Vakuumsystem eingeschleust wer- 
den. In besonders gflnstiger Ausffihrungsf orm kann der 
Probentrager einfach auf eine kleine Bewegungsvor- 
richtung aufgelegt werden, das Massenspektrometer ist 
dann sofort zur Aufnahme der Spektren bereit 

GQnstig ist auch die Mdglichkeit zur zweidimensiona- 
len Bewegung der Probentrager an Atmospharendruck. 
Diese ist im Gegensatz zur Bewegung im Vakuum au- 
Berordentlich einfach und preiswert herzustellen. Eine 
Bewegung im Vakuum ist dagegen kompliziert imd teu- 
er, da die Antriebe auBerhalb des Vakuums verbleiben 
mflssen, und die Obertragung der Bewegungen fiber 
Baige oder andere Obertragungsglieder vorgenommen 
werden muB. AuBerdem ist die Verwendung von 
Schmiermitteln im Vakuum nicht mSglich, so daB sehr 
teuere selbstschmierende oder gleitende Materialmen 
verwendet werden mfissen. 

Kurze Beschreibung der Bilder 

Fig. 1 zeigt ein Schema einer bevorzugten Vorrich- 
tung nach dieser Erfindung. 

(1) Ansaugdffhung fflr feuchte Luft, 

(2) Hochspannungsdurchffihrung und Nadel fur die 
Corona-Entladung, 

(3) Ionisierungskammer f fir Luft, 

(4) Zuffihrung des Reaktantgases, 

(5) Arbeitsplatte mit Loch zum Auflegen der Pro- 
bentrager (in einem nicht gezeigten beweglichen 
RahmenX 

(6) Fenster ffir die Einstrahlung fokussierten Laser- 
lichts, 

(7) Probentrager mit Untersuchungssubstanz auf 
der Unterseite, mit einer hier nicht gezeigten Be- 
wegungsvorrichtung in zwei Dimensionen ver- 
schiebbar, 

(8) Fokussierungslinse fur das Laserlicht, 

(9) Zufiihrungskanal ffir das Gemisch aus Gas und 
Ionen zur EingangskapiUare, 

(10) Wand des Vakuumsystems fur das Massen- 
spektrometer, 

(11) EingangskapiUare, durch die das Gemisch in 
das diff erentielle Pumpsystem eingef Ohrt wird, 

(12) erste Karnmer des differentiellen Pumpsy- 
stems, 

(13) Gasabstreifer mit Durchgangsloch ffir die Io- 
nen in der Wand zur nachsten Karnmer der diffe- 
rentiellen Pumpanordnung, 

(14) Wand zwischen erster und zweiter Karnmer 
des differentiellen Pumpsystems, 

(15) zweite Karnmer des differentiellen Pumpsy- 
stems, 

(16) Ionenleitvorrichtung aus einem langgestreck- 
ten Multipolfeld mit stabfdrmigen Polen, 

(17) Durchbruch in der Wand der zweiten Karnmer 
zur Hauptvakuumkammer des Massenspektrome- 
ters, 

(18) Hauptvakuumkammer des Massenspektrome- 
ters, 

(19) Endkappe eines Massenspektrometers auf Ba- 
sis einer Quadrupol-Hochfrequenz-Ionenfalle, 

(20) Ringelektrode der Ionenfalle, 

(21) Laser zur Desorption der Untersuchungssub- 
stanz, 

(22) Pumpstutzen der ersten Karnmer des differen- 
tiellen Pumpsystems, 
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(23) Pumpstutzen der zweiten Kammer, 

(24) Pumpstutzen der Hauptvakuumkammer des 
Massenspektrometers. 



biert Sie werden durch den zusfitzlichen Nebenstrom, 
der durch den feinen Abstandsspalt zwischen Ttfger- 
und Arbeitsplatte eindringt, mitgenommen und mit dem 
Genpisch aus Gas und Ionen vermischt 

Es kann die Probentragerplatte auch aus einem trans- 
parenten Material wie beispielsweise Glas oder Kunst- 
stoff hergestellt werden. Es ist dann mdglich, den Laser 
ilber der Platte anzuordnen, und das Laserlicht durch 
die Probentragerplatte hindurch zuzuflihrea Diese An- 
ordnung ftthrt zu einer einfacheren Konstruktioa 

Das Gemisch aus LuftmolekQlen, Reaktantgas-Ionen, 
MatrixmolekQlen und MolekOlen der Untersuchungs- 
substanz wird nun fiber den Kanal (9) der Eingangska- 
pillare (11) zugefiihrt, die durch die Wand (10) des Mas- 
is senspektrometers ins Vakuum reicht Die Eingangska- 
pillare mit einem Innendurchmesser von 0,5 Millimetern 
und einer Utage von 10 bis 15 Zentimetern saugt dabei 
ein bis zwei Liter Luft pro Minute ins Vakuum. Dieser 



to 



Fig. 2 zeigt eine Hexapolanordnung als Ionenleitvor- 
richtung. Die Polstabe sind mit einer Hochfrequenz- 
spannung beschickt, wobei sich die Phase jeweils zwi- 
schen benachbarten Staben wechselt, 

Fig. 3 zeigt eine gegenflber Fig. 1 leicht veranderte 
Anordnung mit einer Mischkammer (25), in der der Gas- 
strom mit den Probemolekfllen durch einen Gasstrom 
mit den Reaktantgasionen umhiillt wird. Die Anordnung 
verhindert weitgehend WandsdBe der Probenmolektile. 
Die Bedeutung der anderen Zahlen wie in Fig. 1. 

Besonders gfinstige Ausf Qhrungsformen 

Fig. 1 zeigt ein Schema einer bevorzugten Vorrich- Saugstrom halt den Gasstrom durch die Ansaugflffnung 

tungnach dieser Erfindung. Durch eine Offnung(l) wird 20 (1) in die Ionisationskammer, den Nebenstrom durch 

feuchte Luft in eine Ionisationskammer (3) gesaugt, in den Spalt zwischen Arbeits- und Tragerplatte, und den 

der sich an einer Nadel (2), die sich unter Hochspannung Strom durch den Kanal (9) aufrecht, ohne daS es einer 

befindet, eine Corona-Entladung ausbildet Die Corona- zusatzlichen Bepumpung bedarf. In dem Kanal (9) mit 

Entladung kann auch durch einen Beta-Strahler an der einem Durchmesser von etwa 1,5 Millimeter wird dabei 

Wand der Ionisationskammer (3), beispielsweise Ni 63 , 25 eine in etwa laminare Strflmung mit einer Zentralge- 

ersetzt werden. Bei Benutzung von Ni 63 sollte die Ioni- schwindigkeit von etwa 20 Metern pro Sekunde er 



sollte die Ioni 

sierungskammer (3) einen Durchmesser von etwa 
10 Millimetern haben, da die Elektronen des Ni 63 einen 
Weg von etwa 6 Millimetern durchlauf en, bevor sie in 
Luft bei Atmospharendruck ihre kinetische Energie ver- 
lieren und gestoppt werdea Am Ende ihres Weges Wi- 
den sie die meisten Ionen. 

In der Ionisationskammer (3) werden zunachst ganz 
fiberwiegend Stickstoff-Ionen gebildet, die aber rasch 
mit Wassermolekttlen H 2 0 zu Wasser-Ionen OH + und 
OH 2 + reagierea Durch weitere Reaktionen der Was- 
ser-Ionen mit WassermolekQlen wird ein Oberwiegen- 
der Anteil an Ionen der Form OH3 + gebildet Diese 
Ionen sind ganz besonders zu chemischer lonisienmg 
durch Abgabe eines Protons befahigt 

Dem strdmenden Gas wird durch die Zuftthrung (4) 
ein niedriger Prozentsatz an Reaktantgas, beispielswei- 
se Xylol, beigemischt In kUrzester Zeit werden die Xy- 
IolmolekQle durch Protonierung durch die Wasser-Io- 



30 



35 



40 



reicht Der Kanal (9) wird zweckm&Bigerweise konisch 
ausgefiihrt, um einen guten und turbulenzfreien Ober- 
gang in die Eingangskapillare (11) zu bietea 

Im wesentlichen werden nun die Untersuchungsmole- 
kOIe durch chemische Ionisierung bei Atmospharen- 
druck (APCI) im Kanal (9) ionisiert Diese Ionisierung ist 
im allgemeinen sehr effektiv und kommt an 100% Io- 
nenausbeute heran, wenn die Konzentration der Reak- 
tantgasionen ausreichend hoch ist Durch WandstdBe im 
Kanal (9) und in der Eingangskapillare (11) gehen aller- 
dings etwa 90% der Ionen verloren, immerhin ist die 
Ausbeute sehr hoch Der Kanal (9) soli daher so kurz 
wie mdglich gehalten werdea 

Bei niedrigen Konzentrationen an Reaktantgasionen 
ist es zur Erhdhung der Ionisierungsausbeute auch mdg- 
lich, einen Teil des Kanals (9) durch Anbringen eines 
axial gerichteten elektrischen Feldes als lonendriftstrek- 
ke auszubildea Wird die Eingangskapillare (11) dazu 



nen zu energetisch viel giinstigeren protonierten Xylol- 45 benutzt, die Ionen genen ein elektrisches Potential an« 

Ionen verwandelt, wobei sich die Wasser-Ionen verzeh- zupumpen, so ist damit automatisch eine Erhdhung der 

rea Wenn der Gasstrom zum Loch in der Arbeitsplatte Ausbeute an schweren Ionen gegeben. 

(5) gelangt, sind praktisch nur noch Xylol-Ionen vorhan- In der ersten Kammer (12) der Differenzpumpeinrich- 

den - tung, die durch den Stutzen (22) von einer Vorvakuum- 

Auf der Arbeitsplatte (5) mit einem Loch liegt der 50 pumpe bepumpt wird, werden die Ionen durch die adia- 



Probentrager (7). Die Untersuchungssubstanz befindet 
sich in einer sehr dOnnen Schicht auf der Unterseite der 
Tragerplatte (7), zusammen mit Matrixmolekiilea Der 
Probentrager liegt in einem nicht gezeigten Rahmen 
einer ebenfalls nicht gezeigten x-y-Bewegungsvorrich- 
tung, der einen feinen Abstand zwischen Probentrager 
und Arbeitsplatte halt Dadurch wird die Untersu- 
chungssubstanz vor BerQhrungen mit der Arbeitsplatte 
geschUtzt Durch den feinen Abstandsspalt wird — ge 



batische Expansion des Gases am Ende der Eingangska- 
pillare beschleunigt und gleichzeitig gektlhlt Sie bilden 
einen kegelfdrmigen Strahl von etwa 20° Offnungswin- 
kel Durch ein elektrisches Ziehfeld (nicht gezeigt) zum 
55 Gasabstreifer (13) hin kann ein betrachtlicher Teil der 
Ionen durch die Offnung des Gasabstreifers (13), die 
etwa 1,2 Millimeter Durchmesser hat, in die zweite 
Kammer (15) des differentiellen Pumpsystems QberfQhrt 
werdea In der zweiten Kammer (15) werden die Ionen 



woilt — aber auch etwas Umgebungsluft (oder Stick- 6 o praktisch vollstandig von der Ionenleitvorrichtung (16), 
stofQ als Nebenstrom in den Gaskanal gezogea Aus die aus langgestreckten Polstaben besteht und ein elek- 
dem preiswerten Stickstoff-Laser (21) werden Lichtblit- trisches Multipolfeld erzeugt, aufgenommea Der Ein- 
ze mit 337 Nanometer Welleniange abgegeben, die fang der Ionen durch die Ionenleitvorrichtung wird da- 
durch die Linse (8) fokussiert durch das Fenster (6) und bei ganz wesentlich durch die gasdynamischen Prozesse 
das Loch in der Arbeitsplatte (5) auf den Probentrager 65 im Gasabstreifer unterstQtzt Diese Ionenleitvorrich- 
fallen und dort die MatrixmolekUle in explosionsartigen tung fOhrt die Ionen durch die Kammer (15), einen 
Verpuffungen verdampfen lassea Dabei werden die Wandausbruch (17), und die Hauptvakuumkammer (18) 
Untersuchungsmolektile mit in den Gasstrom desor- zum Massenspektrometer, das hier als Hochfrequenz- 
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Quadrupol-Ionenfalle mit Endkappen (19) und Ring- 
elektrode (20) ausgebildet ist 

Die Ionenleitvorrichtung ist vorzugsweise als Hexapo- 
lanordnung ausgebildet und bestebt aus sechs etwa 15 
Zentimeter langen Polstaben von je nur einem Millime- 5 
ter Durchmesser (siehe Fig. 2\ die durch nicht gezeigte 
Keramikhalter zueinander fbdert sind. Die dfinnen Pol- 
st&be sind auf dem Umfang eines Zylinders ange rdnet 
und umschlieBen einen leeren Innenzy Under von nur 
2 Millimeter Durchmesser. Mit einer Hochfrequenz- 10 
spannung von etwa 600 Volt bei 3J5 Megahertz hat die- 
ser Multipol eine untere Abschneidegrenze fdr einfach 
geladenen Ionen bei etwa 150 atomaren Masseneinhei- 
ten. Damit haben die Ionen des Xylols, die protoniert 
nur 107 atomare Masseneinheiten schwer sind, inner- 15 
halb der Ionenleitvorrichtung keine stabilen Bahnen 
und werden ausgeschieden. Auch Ionen von Resten der 
Matrixmolekfile kdnnen so ausgeschieden werden* 
wenn ihr Molekulargewicht entsprechend klein ist Nur 
die schweren Ionen der Untersuchungssubstanz kdn- 20 
nen, wie erwfinscht, das Massenspektrometer erreichen. 

Fig. 3 zeigt eine gegenttber Fig. 1 leicht veranderte 
Anordnung. Die durch das Licht aus dem Laser (21) 
desorbierte Substanz wird hier zuMchst durch den Ne- 
benstrom mitgenommen, der durch den Spalt zwischen 25 
Arbeitsplatte (5) und Tragerplatte (7) eindringt Das Ne- 
bengas umhttUt den Strom der Probenmolekfile und ver- 
hindert Wandstofie der Probenmolekfile. Der Strom aus 
Gas mit den Probenmolekfllen wird erst in einer Misch- 
kammer (25) mit dem Gasstrom umhfillt, der die Reak- 30 
tantgasionen enthait Diese dringen durch Diffusion in 
den zentralen Gasstrom ein und bewirken die chemi- 
sche Ionisierung der ProbenmolekQle. 

Auch hier kann eine transparente Ausbildung der 
Probentragerplatte die Konstruktion eines entspre- 35 
chenden Gerates vereinf achen. Es entfaUt dann der Tot- 
raum zwischen Loch in der Arbeitsplatte (5) und dem 
Fenster (6) f Or den LaserstrahL 

Es ist nicht unbedingt notwendig, die Reaktantgas- Io- 
nen vor der Vermischung mit dem Gasstrom, der die 40 
Probenmolekfile enthait, zu erzeugen. Es kann auch der 
Gasstrom mit Luft, Wasserdampf, Reaktantgas, Matrix- 
Zersetzungsprodukten und Analytmolekttlen nach ihrer 
Mischung im Kanal (9) ionisiert werden, beispielsweise 
durch eine Wandbelegung mit Ni 6 *. 45 

Die Tragerplatte (7) kann in ihrer Bewegungsvorrich- 
tung (nicht gezeigt) in zwei Richtungen auf der Arbeits- 
platte (5) verschoben werden. Die Verschiebung wird 
durch einen Rechner gesteuert und erlaubt es, die Bele- 
gung der Tragerplatte mit Substanzen zweidimensional 50 
zu erfassen. Es kfinnen damit Platten mit zweidimensio- 
nal aufgetrennten Substanzen aus zweidimensionaler 
Elektrophorese abgetastet und nach der Verteilung von 
Proteinen oder anderer Untersuchungssubstanzen un- 
tersucht werden. Insbesondere kdnnen Blot-Membra- 55 
nen, die nicht aus einfacher Zellulose, sondern aus 
SchieBbaumwolle gefertigt sind, nach fiblicher Beladung 
mit den zweidimensional getrennten Substanzen direkt 
auf den Probentrager aufgebracht und ffir dieses Ver- 
fahren benutzt werden. 60 

Die Ionen kdnnen in der Eingangskapillare (11) gegen 
eine Hochspannung angepumpt werden wobei aber ei- 
ne untere Abschneideschweile fQr leichte Ionen besteht, 
die ffir das AusHltern von Reaktantgasionen benutzt 
werden kann. Beispielsweise hat Stickstoffm einer 16 65 
Zentimeter langen Kapillare mit einem Innendurchmes- 
ser von 0,4 Millimetern eine Geschwindigkeit von 128 
Metern pro Sekunde. Legt man Ober ein Teilstuck d r 
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Kapillare ein elektrisches Gegenf eld von 2000 Volt pro 
Zentimeter, so bewegen sich I nen mh einer Masse von 
110 at maren Masseneinheiten ebenfalls mit 128 Me- 
tern pro Sekunde in Gegenrichtung durch den Stick- 
stoff, sie werden also vom Gas nicht mehr v rwSrts 
transportiert Die Ionen von Xylol werden also nicht in 
das Vakuum des Massenspektrometers gebracht Ionen 
der Masse 1000 at mare Masseneinheiten haben jedoch 
nur eine Mobilitatsgeschwindigkeit von rund 30 Metern 
pro Sekunde, sie werden daher leicht vom strdmenden 
Gas transportiert 

Durch Injektion thermischer Elektronen in den Gas- 
strom kann der Prozefi des Elektroneneinfangs gestar- 
tet werden. Diese kdnnen wiederum leicht mit Hilfe 
eines Beta-Strahlers in ein sauberes Gas injiziert wer- 
den, wobei sich die anfangliche kinetische Energie sehr 
schnell thermalisiert Der ProzeB des Elektronenein- 
fangs findet am besten nach Mischung mit den Proben- 
molekfllen statt, da die Elektronen sehr schnell entwei- 
chen. 

Es kdnnen durch die Elektronen aber auch in bekann- 
ter Weise zunachst negative Reaktantgas-Ionen erzeugt 
werden, wenn ein Reaktantgas hoher Elektronenaffini- 
tat verwendet wird. Ffir die Ionisierung mit negativen 
Ionen bei Atmospharendruck wird manchmal die Ab- 
kfirzung APNCI verwendet Diese Art der Ionisierung 
ist besonders f fir Nukleotide wichtig. 

Patentansprfiche 

1. Verfahren zur Ionisierung schwerer Analytmole- 
kfiie, die sich auf einem festen Probentrager in ei- 
ner Gasumgebung bei Atmospharendruck befin- 
den, dadurch gekennzeichnet, 
daB sich auf dem festen Probentrager auBer den 
Analytmolekttlen eine zersetzliche Matrixsubstanz 
befindet 

daB diese durch Licht aus einem Laser zur Zerset- 
zung gebracht wird, wobei die Zersetzungsproduk- 
te die Analytmolektile in die Gasumgebung trans- 
portieren, 

und daB die Analytmolekfiie in an sich bekannter 
Weise durch Ionisierung bei Atmospharendruck 
(API) ionisiert werden. 

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Explosivstoffe als Matrixsubstanz 
verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Explosivstoffe mit anderen Stof- 
fen vermengtsind. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Matrixmaterial 
als dttnne Lackschicht auf den festen Probentrager 
aufgebracht ist 

5. Verfahren nach einem der bisherigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Analytmolekfiie 
mit dem Matrixmaterial innig vermengt sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Analytmolekfiie auf die Oberflache 
der Lackschicht aus Matrixmaterial aufgebracht 
sind. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet daB das Gas vor 
dem Probentrager str6mt und die Analytmolekfiie 
transportiert 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die Reaktantgasionen f fir die che- 
mische Ionisierung im strdmenden Gas befinden, 
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bevor dieses den Probentriger erreicht 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die Reaktantgasionen in einem 
zweiten Gasstrom befinden, der sich mit dem vom 
Probentrftger herkommenden Gasstrom vermischt 5 

10. Verfahren nach einem der Ansprflche 8 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die sich bildenden 
Analytionen in dem Gasstrom einem Massenspek- 
trometer zugefflhrt werden. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, daB die Reaktantgasionen vor Erreichen 
des Massenspektrometers ausgefiltert werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ausbeu- 

te an groBen Ionen der Untersuchungssubstanz da- 15 
durch erhdht wird, daB ein TeU der Gasftlhrung 
zum Massenspektrometer durch ein axiales elektri- 
sches Feld als Ionendriftstrecke ausgebildet ist 
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